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"f (54) Titre : INHIBITEURS DE L ANGIOGENESE, COMPOSITIONS LES CONTENANT ET LEUR UTILISATION POUR LE 
= TRAITEMENT DES MALADIES LIEES A UNE DEREGULATION DE L ANGIOGENESE 

= (57) Abstract: The invention concerns a peptide molecule capable of interfering with the HLH domain of TAL-1, consisting of or 

comprising at least 10 successive amino acids and preferably at least 15 successive amino acids of the HLH domain of TAL-1 of 
^= sequence: QQNVNGAFAELRKLIPTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA corresponding to SEQ ID No. 1 whereof the listing of 

sequences is annexed or an equivalent sequence, said molecule being advantageously associated with a vector. The invention also 
^= concerns a pharmaceutical composition containing said peptide molecule and the use of a compound capable of interacting with the 
^j-j HLH domain of TAL-1 for preparing a medicine designed for the prevention and/or treatment of diseases related to angiogenensis, 
^ = preferably the treatment of cancers, arteriosclerosis and diabetes. The invention further concerns a method for identifying a bio- 

logically active compound capable of being used in the prevention and/or treatment of diseases related to angiogenensis, preferably 
^4 the treatment of cancers treatment of cancers, arteriosclerosis and diabetes which consists in detecting inhibition of the interaction 

between the HLH domain of TAL-1 and its partner E47 in the presence of said compound. 

ON 

(57) Abrege : La presente invention concerne une molecule peptidique capable d'interferer avec le domaine HLH de TAL-1, consti- 
1^ tuee par ou comprenant au moins 10 acides amines successifs et, de preference, au moins 15 acides amines successifs du domaine 
HLH de TAL-1 de sequence : QQNVNGAFAELRKLIPTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA correspondant a la SEQ ID No. 1 
dans le listage de sequences en annexe ou une sequence equivalente, ladite molecule etant avantageusement associee a un vecteur. La 
presente invention concerne egalement une composition pharmaceutique contenant ladite molecule peptidique et 1' utilisation d'un 
compose capable d'interagir avec le domaine HLH de TAL-1 pour la preparation d'un medicament destine a la prevention et/ou au 
traitement des maladies liees a l'angiogenese et, de preference, au traitement des cancers, de rarterio sclerose et du diabete. Enfin, 
la presente invention concerne egalement un procede pour identifier un compose biologiquement actif susceptible d'etre utilise dans 
la prevention et/ou le traitement des maladies liees a l'angiogenese et, de preference, le traitement des cancers, de l'arterio sclerose 
et du diabete consistant a detecter l'inhibition de l'interaction entre le domaine HLH de TAL-1 et son partenaire E47 en presence 
dudit compose. 
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INHIBITEURS DE 1 ' ANGIOGENESE , COMPOSITIONS LES 
CONTENANT ET LEUR UTILISATION POUR LE TRAITEMENT DES 
MALADIES LIEES A UNE DEREGULATION DE L ' ANGIOGENESE . 

La pr^sente invention se rapporte au domaine du 
traitement des maladies liees a une deregulation de 
1 ' angiogenese telles que les cancers, l'arteriosclerose et 
le diabete. L' invention concerne des inhibiteurs de 
1 ' angiogenese particuliers capables d'interferer avec les 
differentes interactions de TAL-1 susceptibles d'etre 
conjugues a des vecteurs tels que des peptides, des 
particules (liposomes, nanoparticules , etc.) et des 
polymeres. L' invention concerne egalement une composition 
pharmaceutique contenant de tels inhibiteurs et leur 
utilisation pour le traitement de maladies liees a 
1 'angiogenese, tout particulierement pour le traitement des 
cancers, de 1 ' arteriosclerose et du diabete. 

L' angiogenese, processus de remodelage des 
capillaires preexistants , conduit a la formation de 
nouveaux vaisseaux [Riseau, Nature 386 ; 671 (1997)]. Dans 
des conditions physiologiques , 1 ' angiogenese est 
etroitement r^gulee sous le controle d'une balance locale 
entre facteurs stimulateurs ( angiogeniques ) et inhibiteurs 
( angiostatiques ) . Chez l'adulte, la plupart des cellules de 
1 'endothelium (plus de 99 %) sont a l'6tat quiescent. En 
reponse a un signal angiogenique, les cellules 
endotheliales (CEs) sortent de leur dormance et deviennent 
"activees" pour enclencher un programme d ' angiogenese . Ce 
processus complexe inclut le mouvement des CEs pour sortir 
des capillaires et leur migration vers le site 
angiogenique, leur proliferation et leur dif f 6renciation 
pour former de nouveaux capillaires. 

Une deregulation de 1 ' angiogenese est observee dans 
certaines pathologies comme 1 ' arteriosclerose , le diabete 
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et les tumeurs [Carmeliet, Nat Med 6 ; 389 (2000)], Quand 
les tumeurs atteignent une taille critique creant des 
conditions d'hypoxie, les cellules tumorales relarguent des 
cytokines , telles que VEGF ou bFGF, connues pour initier ou 
stimuler 1 ' angiogenese . L ' angiogenese , requise pour la 
croissance des tumeurs, est egalement un facteur majeur de 
propagation des cellules malignes dans l'organisme 
(metastases ) . 

En depit de progres indeniables dans la lutte contre 
certains cancers, force est de reconnaitre que globalement 
les cancers progressent et qu'ils constituent une cause 
majeure de mortalite. La decouverte de nouveaux medicaments 
constitue une des priorites de la recherche m^dicale. Les 
progres recents des connaissances scientif iques sur 
1 ' angiogenese tumorale permettent de croire que le 
traitement fonde sur 1 ' anti-angiogenese offrirait une 
nouvelle modalite pour maitriser la croissance tumorale 
chez les patients atteints de cancer. 

Plusieurs strategies anti-angiogeniques ont ete 
developpees pour inhiber la fonction de facteurs 
activateurs (VEGF ou bFGF), notamment avec des anticorps 
neutralisants diriges contre la cytokine ou contre son 
recepteur. D'autres molecules anti-angiogeniques ont ete 
derivees d 1 inhibiteurs physiologiques presents dans le 
systeme hemostatique , comme le plasminogene ( angiostatine ) , 
le collagene ( endostatine ) ou encore le fibrinogene 
( alphastatine ) ; ces molecules inhibent 1' adhesion des CEs 
a la matrice extracellulaire requise pour leur 
morphogenese . 

Une autre strategie tres peu explor^e a ce jour est 
de cibler directement les 6venements intracellulaires de la 
cellule endotheliale en reponse a des stimuli 
angiogeniques • Ainsi, la Demanderesse a montre que TAL-1, 
facteur de transcription de la famille basic-Helix-Loop- 
Helix (bHLH), module specif iquement la reponse angiogenique 
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des cellules endotheliales : il controle leurs proprietes 
de migration et stimule leur dif f erenciation en capillaires 
[Lazrak et al., J Cell Sci sous presse (2004)]. Les 
experiences de recombinaison homologue chez la souris ont 
demontre que le gene tal-1 est requis pour certaines etapes 
du developpement hematopox^tique et vasculaire. Les 
embryons tal-1-/- (n'exprimant pas tal-1) presentent une 
angiogenese defectueuse dans le sac vitellin qui semble 
refleter un defaut intrinseque des cellules endotheliales 
[Visvader et al., Genes Dev 12 ; 473 (1998)]. Chez 
l'adulte, en dehors de certains prog^niteurs 
hematopoxetiques de la moelle osseuse, la proteine TAL-1 
est exprim^e dans les petits vaisseaux en formation, mais 
pas dans 1 ' endothelium mature quiescent [Kallianpur et al., 
Blood 83 ; 1200 (1994)]; de maniere significative, un haut 
niveau d' expression de TAL-1 est observe dans la 
vasculature de tumeurs humaines [Chetty et al., J Pathol 
181 ; 311 (1997)]. TAL-1 constitue done un marqueur des CEs 
angiog#niques . De ce fait, nous avons cible TAL-1 pour 
inhiber 1 ' angiogenese . 

La Demanderesse a developpe de nouvelles molecules 
capables de bloquer specif iquement l'activite de TAL-1 dans 
les cellules endotheliales. Le motif HLH de TAL-1 est 
requis pour toutes les activites du facteur TAL-1 connues a 
ce jour : fixation a l'ADN ou interaction avec d'autres 
facteurs nucleaires notamment E47 ou LMO 2 [Hsu et al . , 
Proc. Natl. Acad. Sci 91 ; 3181 ( 1994) ; Vitelli et al., 
Mol Cell Biol 20 ; 5330 ( 2000 )]( Figure 1). La Demanderesse 
a developp6 des inhibiteurs peptidiques capables d'entrer 
en competition avec le domaine HLH de TAL-1. Ces 
inhibiteurs peptidiques ont ete ensuite couples a des 
vecteurs peptidiques pour permettre et/ou ameliorer leur 
internalisation dans les cellules. 
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Les travaux et resultats concernant ces peptides 
vecteurs et leur utilisation comme vecteurs pour 
transporter des molecules actives ont ete d^crits dans la 
demande de brevet frangais N° 97/10297 deposee le 08 
5 d^cembre 1997. 

Dans les sequences peptidiques rapportees ci-apres, 
les acides amines sont representes par leur code a une 
lettre, mais ils peuvent etre aussi represents par leur 
10 code a trois lettres selon la nomenclature ci-dessous. 



A 


Ala 


alanine 


C 


Cys 


cysteine 


D 


Asp 


acide aspartique 


E 


Glu 


acide glutamique 


F 


Phe 


phenylalanine 


G 


Gly 


glycine 


H 


His 


histidine 


I 


He 


isoleucine 


K 


Lys 


lysine 


L 


Leu 


leucine 


M 


Met 


methionine 


N 


Asn 


asparagine 


P 


Pro 


proline 


Q 


Gin 


glutamine 


R 


Arg 


arginine 


S 


Ser 


serine 


T 


Thr 


threonine 


V 


Val 


valine 


w 


Trp 


tryptophane 


Y 


Tyr 


tyrosine 
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La presente invention a done pour objet un inhibiteur 
peptidique (egalement appele molecule peptidique) capable 
d' inter ferer avec le domaine HLH de TAL-1 , constitu6 par ou 
comprenant au moins 10 acides amines successifs et, de 
5 preference, au moins 15 acides amines successifs du domaine 

HLH de TAL-1 de sequence : 

QQNVNGAFAELRKLIPTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA 
correspondant a la SEQ ID No. 1 dans le listage de 
sequences en annexe ou une sequence equivalente. 

10 

Par « sequence Equivalente » , on entend la sequence 
d'un variant connu du domaine HLH de TAL-1 mais aussi une 
sequence presentant un ou plusieurs substitutions, 
d616tions et/ou additions d' acides amines par rapport a la 

15 sequence SEQ ID No. 1, lesdites substitutions, deletions 

et/ou additions d' acides amines ne modifiant pas les 
activites du facteur TAL-1 ainsi obtenu comme sa fixation a 
1 ' ADN ou son interaction avec d'autres facteurs nucl^aires 
notamment E47 ou LMO 2. L'homme du metier connait 

20 diff^rentes techniques pour verifier les activites du 

facteur de transcription TAL-1 ainsi obtenu. De plus, dans 
le cadre de la presente invention, on entend par « sequence 
equivalente », des peptides qui presentent une modification 
post-traductionnelle et/ou une modification chimique en 

25 particulier une glycosylation, une amidation, une 

acylation, une acetylation, une methylation ainsi que les 
peptides qui portent un groupement protecteur. Les derives 
des peptides de 1' invention peuvent egalement etre ceux 
dont un ou plusieurs acides amines sont des enantiomeres , 

30 des diastereoisomeres , des acides amines naturels de 

conformation D, des acides amines rares notamment 
1 ' hydroxyproline , 1 ' hydroxy lysine , 1 ' allo-hydroxylysine , la 
6-N-methylysine, la N-ethylglycine, la N-m6thylglycine , la 
N-6thylasparagine, 1 ' allo-isoleucine , la N- 

35 methylisoleucine, la N-methylvaline , la pyroglutamine , 
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l'acide aminobutyrique et les acides amines synthetiques 
notamment 1' ornithine, la norleucine, la norvaline, la 
cyclohexyl-alanine et les omtga-acides amints. Les derives 
couvrent egalement les retropeptides et les rttro- 
inversopeptides , de meme que les peptides dont la chaine 
laterale d'un ou plusieurs des acides amines est substitute 
par des groupements qui ne modifient pas l'activite 
antimicrobienne des peptides de 1' invention. 

Par « molecule peptidique » , on entend dans le cadre 
de la presente invention une molecule constitute par ou qui 
comprend au moins une sequence peptidique, ladite molecule 
pouvant comprendre en outre des entites chimiques 
additionnelles autres que des acides canines. 

De preference, 1 ' inhibiteur ou molecule peptidique 
objet de la presente invention est choisi parmi le compost 
1 de Sequence : QQNVNGAFAELRKLIPTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA 
(SEQ ID No. 1 dans la liste de sequences en annexe), le 
compose 2 de sequence : VRR I F TN S RE RWRQQN VNG AF AE LRKL I (SEQ 
ID No. 2 dans la liste de sequences en annexe) et le 
compose 3 de sequence : PTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA (SEQ ID 
No. 3 dans la liste de sequences en annexe) ou une sequence 
equivalente auxdites sequences. Ainsi, 1' inhibiteur de la 
presente invention est constitue par ou comprend une 
sequence choisie parmi les sequences suivantes : 

- QQNVNGAFAELRKLIPTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA ( SEQ ID 
No. 1 dans la liste de sequences en annexe), 

- VRRIFTNSRERWRQQNVNGAFAELRKLI (SEQ ID No. 2 dans la 
liste de sequences en annexe) et 

- PTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA (SEQ ID No. 3 dans la 
liste de sequences en annexe) 

ou une sequence tquivalente auxdites sequences. 

Dans une forme de mise en oeuvre preferee, 
l f inhibiteur ou molecule peptidique objet de la presente 
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invention est associe a un vecteur. De fagon avantageuse, 
ce vecteur est capable d ' augmenter le transport dudit 
inhibiteur dans les cellules et organes cibles. 

L'homme du metier connait differents types de 
vecteurs peptidiques utilisables dans le cadre de la 
pr^sente invention. Ainsi, a titre d'exemples et de fagon 
non-limitative , le vecteur est choisi, parmi le groupe 
comprenant : 

- un peptide lineaire derive de protegrines ou de 
tachyplesines [brevet frangais N° 97/10297], 

un peptide lineaire comprenant un domaine de 
transduction tels que les domaines de transduction de la 
proteine Tat de HIV-1 [Fawell et al. r Proc. Natl. Acad. Sci 
91 ; 664 (1994) ; Schwarze et al., Science 285 ; 1569 
(1999)] et les domaines de transduction derives de la 
troisieme helice d' Antennapedia [Derossi et al . , J. Biol. 
Chem 269, 10444 (1994) ; Brevet US 5888762). 

des particules comme les liposomes [Dass and 
Su.(2001) Drug Deliv. 8:191-213] ou des nanoparticules 
[Panyam and Labhasetwar (2003) Adv Drug Deliv Rev. 55:329- 
47 ; Douglas et al . (1987) Crit Rev Ther Drug Carrier Syst. 
3:233-61] , 

- des polymeres tels que le polyethylene glycol (PEG) 
[Greenwald et al. (2003) Adv Drug Deliv Rev. 55:217-50]. 

L' invention envisage tout particulierement comme 
peptide lineaire derive de Protegrines, un peptide qui 
repond a la formule (I) suivante : 

BX(X ou B)BXXXXBBBXXXXXXB (I) 

et comme peptide lineaire derive de Tachyplesines, un 
peptide qui repond a la formule (II) suivante : 
(B OU X)XXXBXXXBXXXXBBXB (II), 
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dans lesquelles : 

les groupes B, identiques ou differents, 
representent un residu d'acide amine dont la chaine 
laterale porte un groupement basique, et 

les groupes X, identiques ou differents, 
representent un residu d'acide amine aliphatique ou 
aromatique 

ou un fragment de ceux-ci constitue d'une sequence 
d'au moins 5 et de preference d'au moins 7 acides amines 
successifs des peptides de formules (I) ou (II). 

La presente invention concerne egalement 
1 'utilisation d'un vecteur tel que defini precedemment pour 
vectoriser dans les cellules, les tissus et/ou les organes 
un inhibiteur peptidique tel que defini precedemment. 

La liaison entre 1' inhibiteur ou molecule peptidique 
de Tal-1 capable d'interferer avec les differentes 
interactions de TAL-1 tel que precedemment defini et du 
vecteur est choisie parmi une liaison covalente, une 
liaison hydrophobe, une liaison ionique, une liaison 
clivable ou une liaison non clivable dans les milieux 
physiologiques ou a l'interieur des cellules. 

Cette liaison peut etre directe ou indirecte par 
1 ' interm^diaire d'un bras de liaison (linker) et effectuee 
au moyen d'un groupe fonctionnel naturellement present ou 
introduit soit sur le vecteur, soit sur 1 ' inhibiteur , soit 
sur les deux. Ce bras de liaison, s'il est present, doit 
etre acceptable compte tenu de la nature chimique et de 
l'encombrement tant du vecteur que de 1 ' inhibiteur . On peut 
citer, a titre d'exemple et de fagon non-limitative, des 
linkers contenant des groupements alkyle, aryle, aralkyle 
ou peptidique, des esters, aldehydes ou acides d' alkyle, 
aryle ou aralkyle, des groupements anhydrides, 
sulf hydriles, ou carboxyles tels que les derives de l'acide 
maleymil benzoique, de l'acide maleymil propionique et des 
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derives succynimidyle , des groupes derives du bromure ou 
chlorure de cyanogene, carbonyldiimidazole, des esters de 
succinimide ou des halogenures sulphoniques . 

Comme groupes f onctionnels , on peut citer : —OH, -SH, 
-COOH, ou -NH 2 . Ainsi, 1 ' inhibiteur peut etre lie par des 
liaisons covalentes au niveau des extremites N-terminale ou 
C-terminale ou bien au niveau des chaines laterales du 
peptide vecteur. 

Un type de liaison prefere entre 1' inhibiteur de 
1 ' angiogenese et le vecteur implique au moins un pont 
dissulf ure . 



De fagon particulierement avantageuse, 1' inhibiteur 
de la presente invention est choisi parmi les deux composes 
suivants : 

- compose 4 : 

a. 

o 

- compose 5 : 

~v , 

n ^LJ3-q QNVNGAFAELRKL \ PTHPPDKKLSKNE I LRLAMKY I NFL A-nh 2 



YRGISYRRS R— cow 



„N-Q QNVNGAFAELRKL I PTHPPDKKLSKNE \ LRLAMKYINFL A-nh, 



La presente invention concerne 6galement une 
composition pharmaceutique comprenant comme principe actif 
au moins un inhibiteur (ou molecule) peptidique tel que 
d6fini pr6c6demment , avantageusement associ6 dans ladite 
composition a un vehicule acceptable. 

De preference, ladite composition pharmaceutique se 
presente sous une forme appropriee pour une administration 
par voie parenterale, par voie orale, par voie rectale, par 
voie nasale, par voie transdermique, par voie pulmonaire ou 
par voie centrale. Par « vehicule », on entend selon la 
presente invention, toute substance qui est ajout^e a 
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l'inhibiteur de 1' invention pour favoriser son transport, 
eviter sa degradation substantielle dans ladite composition 
et preserver ses propriet^s inhibitrices . Le vehicule est 
choisi en fonction du type d ' application liste ci-dessus de 
la composition. 

La presente invention a aussi pour objet une methode 
de traitement des maladies liees a une deregulation de 
1 ' angiogenese comme les cancers, 1 ' arteriosclerose et le 
diabete, consistant a administrer a un sujet soufrant d'une 
telle maladie une quantite efficace d'un inhibiteur ou 
d'une composition tels que d^crits precedemment. 

L' invention concerne encore 1 ' utilisation d'un 
inhibiteur ou d'une composition tels que d^crits 
precedemment pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement des maladies liees a 1 ' angiogenese , et plus 
particulierement des maladies liees a une deregulation de 
1 ' angiogenese, et de preference au traitement des cancers, 
de 1 ' arteriosclerose et du diabete. 

L' invention concerne egalement 1 'utilisation d'un 
compose capable d'inhiber 1 ' interaction entre le domaine 
HLH de TAL-1 et son partenaire E47 pour la preparation d'un 
medicament destine a la prevention et/ou au traitement des 
maladies liees a 1 ' angiogenese et, de preference, au 
traitement des cancers, de 1 ' arteriosclerose et du diabete. 

Dans une premiere forme de mise en ceuvre de la 
presente invention, un compose capable d'inhiber 
1 ' interaction entre le domaine HLH de TAL-1 et son 
partenaire E47 est un inhibiteur competitif du domaine HLH 
de TAL-1. De fagon preferee, un tel compose est une 
molecule peptidique telle que precedemment d^finie. 
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Dans une deuxieme forme de mise en oeuvre de la 
presente invention, un compose capable d'inhiber 
1 ' interaction entre le domaine HLH de TAL-1 et son 
partenaire E47 est un compose capable d'inhiber la fixation 
de TAL-1 sur son partenaire E47. De fagon preferee, un tel 
compose est un anticorps reconnaissant soit un Epitope au 
niveau du domaine HLH de TAL-1 , soit un epitope au niveau 
du domaine HLH de E47. 

Les applications et utilisations envisagees pour les 
inhibiteurs (inhibiteurs ou molecules peptidiques) 
precedemment decrites s'appliquent mutatis mutandis aux 
composes capables d'inhiber 1 ' interaction entre le domaine 
HLH de TAL-1 et son partenaire E4 7 (methodes de traitement, 
compositions pharmaceutiques , etc..) . 

Enfin, la presente invention concerne un proc6d£ pour 
identifier un compose biologiquement actif susceptible 
d'etre utilise dans la prevention et/ou le traitement des 
maladies liees a 1 ' angiogenese et, de preference, le 
traitement des cancers, de 1 ' art6rioscl£rose et du diabete 
consistant a d^tecter 1' inhibition de 1 ' interaction entre 
le domaine HLH de TAL-1 et son partenaire E47 en presence 
dudit compost. 

Par "compose biologiquement actif", la presente 
invention concerne plus particulierement tout compose 
chimique naturel ou synthetique tels que, a titre 
d'exemples et de fagon non exhaustive, des proteines, des 
polypeptides, des peptides, des aptameres, des 
lipoproteines , des polysaccharides, de petites molecules, 
des molecules non-peptidiques , etc.... Apres 1 ' identification 
dudit compose biologiquement actif, il sera facile tester 
son activite dans la prevention et/ou le traitement des 
maladies li6es a 1 ' angiogenese et, de preference, le 
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traitement des cancers, de 1 ' arteriosclerose et du diabete 
par des methodes bien connues de l'homme du metier. 

L'homme du metier a a sa disposition differentes 
techniques lui permettant de verifier si le compose 
biologiquement actif a tester est capable d'inhiber 
1 ' interaction entre le domaine HLH de TAL-1 et son 
partenaire E47. 

Dans une premiere forme de mise en oeuvre, la methode 
de 1' invention comprend les etapes suivantes : 

(a) mettre en contact la proteine TAL-1 (ou un 
fragment de cette proteine comprenant le domaine HLH), le 
facteur de transcription E47 (ou un fragment de ce facteur 
comprenant le domaine qui interagit avec TAL-1) et le 
compose biologiquement actif a tester, 

(b) immunoprecipiter soit la proteine TAL-1 (ou un 
fragment de cette proteine comprenant le domaine HLH), soit 
le facteur de transcription E47 (ou un fragment de ce 
facteur comprenant le domaine qui interagit avec TAL-1), 

(c) si, a l'etape (b), la proteine TAL-1 (ou un 
fragment de cette proteine comprenant le domaine HLH) est 
immunoprecipitee, detecter dans le immunopr^cipitat obtenu 
a l'<§tape (b), la presence du facteur de transcription E47 
(ou d'un fragment de ce facteur comprenant le domaine qui 
interagit avec TAL-1 ) , 

(d) si, a l'etape (b), le facteur de transcription 
E47 (ou un fragment de ce facteur comprenant le domaine qui 
interagit avec TAL-1) est immunoprecipite , detecter dans 
1 ' immunoprecipitat obtenu a l'etape (b), la presence de la 
proteine TAL-1 (ou d'un fragment de cette proteine 
comprenant le domaine HLH), 

dans le cas ou le facteur de transcription E47 (ou un 
fragment de ce facteur comprenant le domaine qui interagit 
avec TAL-1) n'est pas present a l'etape (c) ou si la 
proteine TAL-1 (ou un fragment de cette proteine comprenant 
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le domaine HLH) n'est pas presente a l'etape (d), ledit 
compose est un agent susceptible d'etre utilise dans la 
prevention et/ou le traitement des maladies liees a 
1 ' angiogenese et, de preference, le traitement des cancers, 
de l'arteriosclerose et du diabete. 

L'homme du metier a a sa disposition differentes 
proteines susceptibles d'etre mises en oeuvre dans le cadre 
de la methode de 1' invention. A titre d'exemples, la 
proteine E47 utilisable peut etre la proteine de Gallus 
gallus presente dans Genbank sous le numero CAE30454 ou la 
proteine de Mus musculus presente dans Genbank sous le 
numero AAK18618. De la meme fagon, la proteine TAL-1 
utilisable est la proteine de Homo sapiens presente dans 
Genbank sous le numero P17542 ou la proteine de Mus 
musculus presente dans Genbank sous le numero P22091. 
L'homme du metier connait dans ces sequences les domaines 
particulierement interessants dans le cadre de la presente 
invention. 

A l'etape (b) de la methode objet de la presente 
invention, l'homme du metier saura quel type d'anticorps 
utilise en fonction de la proteine a immunopr^cipiter 
(anticorps specif ique du facteur de transcription E47 (ou 
d'un fragment de ce facteur comprenant le domaine qui 
interagit avec TAL-1) ou anticorps specif ique de la 
proteine TAL-1 (ou d'un fragment de cette proteine 
comprenant le domaine HLH)). 

La detection, a l'etape (c), de la presence, dans 
1 ' immunopr^cipitat obtenu a l'etape (b), du facteur de 
transcription E47 (ou d'un fragment de ce facteur 
comprenant le domaine qui interagit avec TAL-1) peut etre 
realis^e par toute technique de l'homme du metier comme, 
par exemple, un Western Blot utilisant un anticorps 
specif ique du facteur de transcription E47 (ou d'un 
fragment de ce facteur comprenant le domaine qui interagit 
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avec TAL-1), un dosage de l'activite du facteur de 
transcription E47 (ou d'un fragment de ce facteur 
comprenant le domaine qui interagit avec TAL-1) ou une 
methode mettant en oeuvre un facteur de transcription E4 7 

5 (ou un fragment de ce facteur comprenant le domaine qui 

interagit avec TAL-1) marque, ledit marquage pouvant etre 
un marquage radioactif . 

La meme mise en oeuvre peut etre r£alisee mutatis 
mutandis pour la proteine TAL-1 (ou un fragment de cette 

10 proteine comprenant le domaine HLH) a 1'etape (d). 

Dans une seconde forme de mise en oeuvre, la methode 
comprend les Stapes suivantes : 

(a') mettre en contact la proteine TAL-1 (ou un 
L5 fragment de cette proteine comprenant le domaine HLH), le 

facteur de transcription E47 (ou un fragment de ce facteur 
comprenant le domaine qui interagit avec TAL-1) et le 
compose biologiquement actif a tester, 

(b') faire migrer sur un gel de polyacrylamide non 
10 d^naturant le melange obtenu a 1'etape (a'), 

(c') visualiser 1' absence ou la presence du complexe 
TAL-1 (ou un fragment de cette proteine comprenant le 
domaine HLH) et E47 (ou un fragment de ce facteur 
comprenant le domaine qui interagit avec TAL-1). 
15 L' absence de ce complexe a 1'etape (C) met en 

Evidence 1' action inhibitrice du compost actif teste et 
done que ce compose est un agent susceptible d'etre utilise 
dans la prevention et/ou le traitement des maladies li£es a 
1 ' angiogenese et, de preference, le traitement des cancers, 
K) de 1 ' arteriosclerose et du diabete. 

A 1'etape (C) de la methode objet de 1' invention, 
differentes techniques connues de 1'homme du metier peuvent 
etre mises en oeuvre. A titre d'exemples, on peut r^aliser 
15 un Western blot utilisant des anticorps sp^cifiques de 
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l'une ou 1' autre des proteines TAL-1 ou E47 ou de leurs 
fragments . 

D'autres avantages et caracteristiques de 1' invention 
apparaitront a la lecture des exemples qui suivent 
concernant la preparation d'un compose constitu^ d'un 
inhibiteur de TAL-1 et d'un peptide vecteur ainsi que sur 
leurs effets in vitro et in vivo. II sera fait reference 
aux dessins en annexe dans lesquels : 

la figure 1 represente schematiquement la 
representation du dimere HLH . 

- la figure 2 illustre 1' inhibition de 1 ' interaction 
de TAL-1 et E47 in vitro par les differents inhibiteurs. 

- la figure 3 illustre 1' inhibition de 1 ' interaction 
de TAL-1 et E47 in vitro par 1' inhibiteur couple a un 
peptide vecteur, 

- la figure 4 illustre l'effet des composes sur la 
survie des cellules endotheliales HUVEC, 

- la figure 5 illustre l'effet d'un des composes de 
1' invention sur la tubulogenese in vitro des cellules 
endotheliales humaines apres 22 heures de culture, 

la figure 6 presente l'effet des composes de 
1' invention sur 1 ' angiogenese in vivo chez la souris par 
analyse macroscopique des implants de Matrigel complementes 
ou non par des composes de 1' invention, 

la figure 7 presente l'effet des composes de 
1' invention sur 1 ' angiogenese in vivo chez la souris par 
dosage de 1 ' hemoglobine contenue dans lesdits implants de 
Matrigel . 

I - Synthese Chimique . 

1 ) Synthese des inhibiteurs de TAL-1 libres et 
vectorises . 

Les peptides ont ete assembles sur phase solide selon 
une strategie Foc/tu, clives et deprot^ges par l'acide 
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trif luoroacetique, puis purifies par chromatographie haute 
pression preparative en phase inverse et lyophilises. leur 
purete (>95%) et leur identite ont 6t6 confirmees par HPLC 
analytique et par spectrometrie de masse. Sequence des 
peptides : SynB3 ( H-RRLSYSRRRF-NH2 ; 1394.8 Da, SEQ ID No. 
7 dans la liste de sequences en annexe), SynB4 (H- 
AWSFRVSYRGISYRRSR-NH2 ; 2145,1 Da, SEQ ID No. 6 dans la 
liste de sequences en annexe), Tal-HLH (H- 
QQNVNGAFAELRKLIPTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA-NH2, SEQ ID No. 1 
dans la liste de sequences en annexe) 

2 ) Couplage des inhibiteurs sur les peptides 
vecteurs . 

Activation des vecteurs ; Les peptides vecteurs SynB3 
et SynB4 ont et<§ traites par SPDP (N-Succinimidyl 3- (2- 
Pyridylthio) propionate) dans Dimethylf ormamide (DMF) en 
presence de DIEA ( Diisopropylethylamine ) . Les peptides 
resultants ( 2-Pyridylthio ) propionyl-SynB3 (1591.8 Da) et 
(2-Pyridylthio)propionyl-SynB4 (2342.1 Da) ont <§te purifies 
par HPLC et lyophilises. 

Preparation des conjugues : Chaque peptide vecteur 
active ( 2-Pyridylthio )propionyl-SynBx (leq) a ete 
solubilise avec C-TalHLH (leq) dans DMF, en presence de 
DIEA de fagon a former un pont dissulfure entre la chaine 
laterale de la Cysteine de C-TalHLH (compose Tal-HLH 
synth^tise avec une cysteine en plus) et le 3-Mercapto- 
propionate porte par le vecteur. Les conjugues resultants 
( Tal-HLH-SynB3 ; 6303 Da et Tal-HLH-SynB4 ; 7052.6 Da) ont 
ete pr6cipit6s par addition d' ether, puis purifies par HPLC 
et lyophilises. Le controle de qualite par HPLC analytique 
a 22 0 nm et par spectrometrie de masse MALDI-TOF a confirme 
les masses molaires et a determine une purete superieure a 
96%. 
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II - Composes testes , 

Les composes testes sont presentes dans le tableau 1 
ci-apres . 

Tableau 1 



Compose 


Nom 


Sequence 


1 


Tal-HLH 


QQNVNGAFAELRKLIPTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA 
(SEQ ID No. 1 dans la liste de sequences en annexe) 


2 


Tal-hel lrb 


VRRIF1 NSRERWRQQNVNGAFAELRKLi 
(SEQ ID No. 2 dans la liste de sequences en annexe) 


3 


Tal-hel 2b 


PTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA 

(SEQ ID No. 3 dans la liste de sequences en annexe) 


4 


TalHLH- 

SynB4 


o 

1 

.s— s'^'^^n— A WSFRVSYRG 1 SYRRS R—cooh 
n ^A s ^n-Q QNVNGAFAELRKLI PTHPPDKKLSKNEI LRLAMKY INFL A-nh, 
o 

(SEQ ID No. 4 dans la liste de sequences en annexe) 


5 


TalHLH- 
SynB3 


w-A- 

N >S W ^— 0 QNVNGAFAE LRKL 1 PTHPPDKKLSKNE 1 LRLAMKY 1 NFL A-nh 2 

o 

(SEQ ID No. 5 dans la liste de sequence en annexe) 


6 


SynB4 


AWSFRVSYRGISYRRSR 

(SEQ ID No. 6 dans la liste de sequence en annexe) 


7 


SynB3 


RRLSYSRRRF 

(SEQ ID No. 7 dans la liste de sequence en annexe) 



5 

1 ) Test de traduction/immunopr6cipitation . 

Les deux proteines TAL-1 et E47 sont co-traduites in 



vitro en utilisant des plasmides permettant la 
transcription et la traduction des sequences codantes dans 

io le systeme TNT-T7 -coupled Reticulocyte Lysate, selon les 

conditions proposees par le fournisseur (Promega). La 
traduction est realisee en presence de methionine S 35 , avec 
addition ou non de peptides dissous dans une solution 
d'ur^e 2M. Une aliquote (1 jul) de chaque traduction est 

5 controlee par electrophorese et autoradiographie du gel ; 

1' addition de peptide jusqu'a 0.7 /jg dans le lysat de 
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reticulocyte (volume final 25 /j1) n'af fecte pas 
1'efficacite de la traduction des deux proteines. 

Apres une incubation de 30 min a 37°C, les produits 
de traduction sont immunoprecipites par un melange 
d'anticorps monoclonaux anti-TAL-1 (BTL 73 + 2TL 136 ; 
[Pulford et al., Blood 85 ; 675 (1995)] )puis analyses par 
electrophorese et autoradiographie du gel. On quantifie 
1 ' interaction TAL-1-E47 pour chaque point en calculant le 
ratio E47/TAL-1 obtenu d' apres le scan de 
1 1 autoradiographie ; 1 ' intensite de la bande correspondant 
a TAL-1 sert ici de normalisation dans tous les puits. 
L ' interaction en absence de peptide est arbitrairement 
etablie a 100 %. 

2 ) Test de cytotoxicity . 

Les cellules h^matopoietiques K562 ont £te obtenues 
commercialement aupres de l'ATCC. Les cellules sont 
ensemencees a environ 10 4 cellules par puits , 24 h avant 
1' addition des produits. Elles sont alors a 60-80% de 
confluence le jour de 1 ' experience . Les cellules sont 
maintenues en culture a 37°C dans une atmosphere a 95% 
d'humidite et 5% de C0 2 dans un milieu OptiMem®. 

Les cellules sont incubees soit avec les composes a 
des concentrations croissantes pendant 48 heures. A la fin 
du temps de culture, le MTT ( 3- ( 4 , 5-dimethylthiazole-2-yl ) - 
2 i 5-diphenylt6trazolium bromure ) est rajout6 dans les puits 
et les plaques de culture sont ensuite incubees pendant 4 
heures dans l'etuve. Le depot cristallin de formazan 
resultant est alors dissous par addition de 200 jj! de 
DMF/SDS. La densite optique (DO) est mesur£e a 550 nm 
(reference 630 nm) en utilisant un lecteur de microplaques . 

La representation graphique des pourcentages de DO 
des puits traites en fonction de la concentration de 
produits permet de determiner la DL 50 . Celle-ci correspond 
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a la concentration du produit inhibant 50% de la 
croissance . 

3 ) Test de survie des cellules endoth^liales . 

Les cellules endotheliales humaines derivees de la 
veine du cordon ombilical, HUVEC, (Clonetics) sont 
cultivees sur boites coatees avec de la gelatine dans du 
milieu EBM-2 complet (Clonetics) supplements de 10 % de 
serum de veau foetal d^complemente . Les cellules sont 
utilisees entre les passages 3 et 5 . Les cellules ECV 304 
(obtenues aupres de l'ATCC) sont cultivees en DMEM avec 10 
% de serum de veau foetal decomplemente . 

Les cellules sont decollees a la trypsine et 
suspendues dans un milieu sans serum (OptiMEM, Invitrogen). 
Environ 8 10 3 cellules dans 2 00 jul sont incubees pendant 2 0 
min en presence de differentes concentrations de peptides , 
centrif ugees , puis ensemencees en milieu EBM2 complet dans 
des puits (plaque 48 puits) coates avec du collagene I. 
Apres 2 4 heures dans l'^tuve, la survie cellulaire est 
estimee par un test MTT, realise selon les recommandations 
du fournisseur (Sigma). 

Ill — Resultats . 

1 ) Effet des peptides inhibiteurs sur 1 ' interaction 
de TAL-1/E47 in vitro . 

Nous avons choisi de tester si les composes decrits 
dans le Tableau 1 (Composes 1, 2 et 3) pouvaient affecter 
la formation des hetero dimeres TAL-1-E47, mediee par le 
domaine HLH des deux proteines. Le compose 1 contient tout 
le domaine HLH de TAL-1 soit l'helice 1- boucle-helice 2 ; 
le compose 2 comprend la region basique et l'helice 1 ; le 
compost 3 contient la boucle et l'helice 2 (voir figure 1). 

Nous avons utilise un test de co-immunoprecipitation 
de TAL-1 et E47 traduites in vitro par des anticorps 
diriges contre l'une des proteines. 
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Nos experiences montrent que le compose Tal-HLH 
entier (compose 1) inhibe efficacement 1 ' interaction de 
TAL-1 avec E47 et de fagon dose-dependante (50 a 60% 
d' inhibition avec 0 . 2 jug ; 90 a 100% avec 0.5 jug) (Figure 2 
5 A et B). Les deux autres peptides inhibiteurs (composes 2 

et 3) ont un plus faible pouvoir inhibiteur ne depassant 
pas 50% dans les plus fortes concentrations (Figure 2A) . 
Nous avons done choisi d'utiliser le peptide inhibiteur 
Tal-HLH (compose 1) pour la suite des experiences. 

10 

2 ) Effet des peptides inhibiteurs couples avec des 
peptides vecteurs sur 1 ' interaction de TAL-1/E47 in vitro . 

Nous avons voulu savoir si la vectorisation ou le 
couplage du peptide inhibiteur Tal-HLH ne modifiait pas son 

15 effet inhibiteur sur 1 ' interaction de TAL-1 in vitro avec 

E47. L' inhibiteur a 6te couple a deux peptides vecteurs 
(SynB3 et SynB4 ) via une liaison dissulfure (composes 5 et 
4, respectivement ) . Ces deux peptides vecteurs ont la 
propri^te d'augmenter le transport des molecules a travers 

10 les membranes cellulaires. Les resultats pr^sentes dans la 

figure 3 confirment que la vectorisation du peptide 
inhibiteur Tal-HLH ne modifie pas son effet inhibiteur. De 
maniere interessante , 1' inhibiteur couple au vecteur SynB3 
(compose 5) s'est revele plus actif que 1' inhibiteur Tal- 

15 HLH (compose 1). 

3 ) Effet des peptides inhibiteurs couples sur les 
cellules h6matopoi6tiques . 

Dans un premier temps, 1' effet de 1' inhibiteur 
50 vectorise a 6te etudie sur une lignee hematopoietique 

(K562) dont la survie requiert 1' activity de TAL-1. La 
lignee hematopoietique T (H9) a ete utilisee comme controle 
car sa croissance est independante de TAL-1. Ces deux 
lign^es leucemiques peuvent survivre plusieurs jours en 
55 1' absence de facteurs de croissance, ce qui permet de 
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tester l'effet des peptides dans un milieu depourvu de 
serum, 

Comme attendu, aucune difference significative n'a 
ete observee dans les cellules H9 (TAL-1 negative), selon 

5 que le peptide Tal-HLH est vectorise ou non (resultats non 

montres). Par contre, le peptide Tal-HLH a un effet 
cytotoxique plus 61eve sur les cellules K562 (n^cessitant 
l'activite de TAL-1) lorsqu'il est vectorise (Tableau 2). 
En effet la DL50, qui correspond a la concentration du 

10 produit inhibant 50% de la croissance, est deux fois plus 

faible pour l'inhibiteur vectorise (compose 4) que pour 
l'inhibiteur seul (compose 1). 



Tableau 2 



Compost 


nom 


DL 50 (JiM) 


Compost 1 


Tal-HLH 


11.5 


Compose 4 


TalHLH-SynB4 


5.7 


Compose 6 


SynB4 


12.3 



15 

Ces resultats constituent une premiere validation que 
le peptide Tal-HLH vectorise (Compose 4) est capable 
d'inhiber specif iquement 1' activity de TAL-1 dans les 
cellules . 

10 

4 ) Effet des peptides inhibiteurs couples sur la 

survie des cellules endotheliales . 

Nous avons egalement etudie les effets de 

l'inhibiteur libre et vectorise sur la survie des cellules 
15 endotheliales. La figure 4 montre que le compose 1 n'a 

aucun effet sur la survie des cellules HUVEC. Par contre, 

une fois couple (composes 4 et 5 ) il affecte specif iquement 

la survie des cellules HUVECs et de fagon dose-d§pendante . 

Le couplage du produit par un peptide vecteur etait 
50 important pour avoir un effet sur la survie car 1' addition 

simultan^e de l'inhibiteur et du peptide vecteur non- 
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couples n'avait aucun effet. Dans les cellules ECV 304 , 
utilisees comme controle negatif, les composes ont induit 
une toxicite cellulaire non specif ique qu'ils soient 
couples ou non-couples (resultats non montr^s) . 
5 Ces experiences d^montrent 1' effet specif ique de 

l'inhibiteur de TAL-1 lorsqu'il penetre dans les cellules 
endotheliales grace au vecteur peptidique. 

5 ) Effet des peptides sur la tubulogenese in vitro 
10 des cellules endotheliales humaines (gels de collagene en 

3-D)- 

Les cellules endotheliales HUVEC ensemencees au sein 
d'un gel de collagene I concentre (lmg/ml) s'arretent de 
proliferer et, en presence de milieu d' activation (MDCB131, 

L5 1% serum de veau fcetal, VEGF 2 ng/ml, bFGF 2 0 ng/ml et PMA 

80 nM) , elles s'organisent rapidement en cordons 
cellulaires pour constituer un reseau primitif ; dans les 
24-48 hrs, les cellules alignees s'allongent, fusionnent 
entre elles et forment progressivement des pseudos tubules. 

>0 Nous avons teste les effets du peptide HLH vectorise 

(compose 1) dans ce systeme de tubulogenese in vitro de 
cellules endotheliales humaines issues de cordon ombilical 
(HUVECs). Des concentrations croissantes de peptide 
vectorise (compose 5) ou de cargo seul (compose 1) ont ete 

15 ajoutees a la fois dans la solution de collagene contenant 

les cellules et dans le milieu d ' activation. 

La figure 5 illustre une de ces experiences : le 
peptide HLH vectorise (compose 5) affecte tres fortement la 
tubulogenese entre 7 et 10 jjM alors que le cargo seul 

50 (compose 1) n'a aucun effet dans cette gamme de 

concentration par rapport aux cultures controles (5% DMSO). 



6 ) Effet des peptides sur 1 ' anqioqenese in vivo chez 



la souris (Matrigel plugs) . 
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Le test de Matrigel plugs consiste a injecter en 
sous-cutane chez la souris du Matrigel, matrice 
extracellulaire dSrivee d'une tumeur murine, capable de 
declencher une neovascularisation au sein de 1' implant. En 

5 effet, les cellules endotheliales de l'hote, sous 

1' influence des facteurs pro-angiogSniques contenues dans 
le Matrigel, migrent vers cette « pseudo-tumeur » et 
s'infiltrent dans le Matrigel pour organiser un reseau de 
capillaires entre 5 et 7 jours. 

10 Dans les experiences decrites ci-dessous, deux 

injections sous-cutanees de Matrigel (500 jul) ont ete 
effectuees de par et d' autre de la ligne mediane de 
1' abdomen. Juste avant 1' injection, les souris ont ete 
anesthesiSes par inhalation d'isoflurane (Forene®). 

Le Matrigel ( BDBiosciences ; lot 10403, 13 mg/ml) a 
6te complements par du bFGF (500 ng/ml), de 1'hSparine (60 
U/ml) et les differents peptides SynB3 (compose 7), SynB3- 
HLH (compose 5), SynB4 (compose 6), SynB4-HLH (compose 4) 
10 sont ajoutes a une concentration finale de 20 juM en 5% 

DMSO. 

Les souris ont ete divisees en 3 groupes de six 
animaux identiques (males C57BL/6 ages de 6 semaines). 
is - chaque souris du groupe temoin (souris 1 a 6) a 

regu deux injections de Matrigel contenant 5% de DMSO du 
cotS gauche et un peptide temoin anti-angiogenique du cote 
droit, 

- chaque souris du groupe « SynB3 » (souris 7 a 12) a 
*0 regu deux injections de Matrigel contenant SynB3 du cote 

gauche et SynB3-HLH du cote droit, 

- chaque souris du groupe « SynB4 » (souris 13 a 18) 
a regu deux injections de Matrigel contenant SynB4 du cote 
gauche et SynB4-HLH du cotS droit. 



\5 
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Six jours apres 1' injection, les souris ont ete 
sacrifices par inhalation de C0 2 et les implants ont ete 
recuperes pour ^valuer 1 ' angiogenese (photographie et 
dosage de 1 ' hemoglobine ) . L ' angiogenese a ete quantifiee 
par dosage de 1 ' hemoglobine contenue dans les implants de 
Matrigel avec une solution de Drabkin selon les 
recommandations du vendeur (Sigma Chemical Co). 

Les resultats presentes sur les figures 6 (analyse 
macroscopique ) et 7 (dosage de 1 ' hemoglobine ) , montrent que 
1' addition des peptides vecteurs seuls n'a pas d'effets 
signif icatif s sur 1 ' angiogenese ; par contre le peptide HLH 
conjugue avec l'un ou 1 ' autre des vecteurs inhibe 
efficacement la neovascularisation dans les implants (11 
sur 12). Cette inhibition etait beaucoup plus importante 
que celle obtenue par un inhibiteur (Turn) connu pour 
inhiber 1 ' angiogenese . 
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RE VEND I CAT I ON S 

1) Molecule peptidique capable d'interferer avec le 
domaine HLH de TAL-1, constituee par ou comprenant au moins 
10 acides amines successifs et, de preference, au moins 15 
acides amines successifs du domaine HLH de TAL-1 de 
sequence : 

QQNVNGAF AE LRKL I PTHPP DKKLSKNE I LRLAMKY I NFLA 
correspondant a la SEQ ID No. 1 dans le listage de 
sequences en annexe ou une sequence equivalente. 

2) Molecule peptidique selon la revendication 1, 
caracterisee en ce qu'elle est constituee par ou qu'elle 
comprend une sequence choisie parmi les sequences 
suivantes : 

- QQNVNGAF AELRKLIPTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA (SEQ ID 
No. 1 dans la liste de sequences en annexe), 

- VRRIFTNSRERWRQQNVNGAFAELRKLI (SEQ ID No. 2 dans la 
liste de sequences en annexe) et 

- PTHPPDKKLSKNEILRLAMKYINFLA (SEQ ID No. 3 dans la 
liste de sequences en annexe) 

ou une sequence equivalente auxdites sequences. 

3) Molecule peptidique selon l'une quelconque des 
revendications 1 ou 2, caracterisee en ce qu'elle est 
associee a un vecteur. 

4) Molecule peptidique selon la revendication 3, 
caracterisee en ce que ledit vecteur est choisi, parmi le 
groupe comprenant : 

- un peptide lineaire derive de protegrines ou de 
tachyplesines , 

un peptide lineaire comprenant un domaine de 
transduction tels que les domaines de transduction de la 
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prot^ine Tat de HIV-1 et les domaines de transduction 
derives de la troisieme helice d ' Antennapedia, 

- des particules comme les liposomes, 

- des polymeres tels que le polyethylene glycol 

(PEG) . 

5) Molecule peptidique selon l'une quelconque des 
revendications 3 ou 4, caracterisee en ce que ledit vecteur 
est un peptide lineaire derive de Protegrines, repondant a 
la formule (I) suivante : 

BX(X ou B)BXXXXBBBXXXXXXB (I) 

ou un peptide lineaire derive de Tachyplesines , 
repondant a la formule (II) suivante : 

(B ou X)XXXBXXXBXXXXBBXB (II), 

dans lesquelles : 

les groupes B, identiques ou differents, 
representent un residu d'acide amin6 dont la chaine 
laterale porte un groupement basique, et 

les groupes X, identiques ou differents, 
representent un residu d'acide amine aliphatique ou 
aromatique 

ou un fragment de ceux-ci constitue d'une sequence 
d'au moins 5 et de preference d'au moins 7 acides amines 
successifs des peptides de formules (I) ou (II). 

6) Molecule peptidique selon l f une quelconque des 
revendications 3 a 5, caracterisee en ce que la liaison 
entre ladite molecule et ledit vecteur est choisie parmi 
une liaison covalente, une liaison hydrophobe, une liaison 
ionique, une liaison clivable ou une liaison non clivable 
dans les milieux physiologiques ou a 1 ' int^rieur des 
cellules . 
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7) Molecule peptidique selon la revendication 6, 
caracteris^e en ce que ladite liaison peut etre directe ou 
indirecte par 1 ' intermediaire d'un bras de liaison (linker) 
et effectuee au moyen d'un groupe fonctionnel naturellement 
present ou introduit soit sur le vecteur, soit sur 
1 ' inhibiteur , soit sur les deux. 



8) Molecule peptidique selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterisee en ce qu'elle est 
choisie parmi les deux composes suivants : 

- compost 4 : 

wO,, — 

n ^L^H-Q QNVNGAFAELRKL I PTHPPDKKLSKNE I LRLAMKY I NFL A-nh, 
o 

- compost 5 : 

^.s— s^^-^^N — R R LSYSRRR F — nh 2 
sK^J\-Q QNVNGAFAELRKL I PTHPPDKKLSKNE I LRLAMKY I NFL A-nh, 

T 



9) Composition pharmaceutique comprenant comme 
principe actif au moins une molecule peptidique selon l'une 
quelconque des revendications precedentes , avantageusement 
associee dans ladite composition a un vehicule acceptable. 

10) Composition pharmaceutique selon la revendication 
9, caracterisee en ce qu'elle se pr^sente sous une forme 
appropriee pour une administration par voie parenterale, 
par voie orale, par voie rectale, par voie nasale, par voie 
transdermique, par voie pulmonaire ou par voie centrale. 

11) Utilisation d'un compose capable d'inhiber 
1 ' interaction entre le domaine HLH de TAL-1 et son 
partenaire E47 pour la preparation d'un medicament destine 
a la prevention et/ou au traitement des maladies li£es a 
1 ' angiogenese et, de preference, au traitement des cancers, 
de 1 ' arteriosclerose et du diabete. 
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12) Utilisation selon la revendication 11, 
caracterisee en ce que ledit compose est un inhibiteur 
comp^titif du domaine HLH de TAL-1. 

13) Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications 11 ou 12, caracterisee en ce que ledit 
compose est une molecule peptidique telle que definie dans 
l'une quelconque des revendications 1 a 8. 

14) Utilisation selon la revendication 11 , 
caracterisee en ce que ledit compose est un compose capable 
d'inhiber la fixation de TAL-1 sur son partenaire E47. 

15) Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications 11 ou 14 , caracterisee en ce que ledit 
compost est un anticorps reconnaissant soit un epitope au 
niveau du domaine HLH de TAL-1 , soit un Epitope au niveau 
du domaine HLH de E47. 

16) Proc^de pour identifier un compose biologiquement 
actif susceptible d'etre utilise dans la prevention et/ou 
le traitement des maladies liees a 1 ' angiogenese et, de 
preference, le traitement des cancers, de 1 ' arteriosclerose 
et du diabete consistant a detecter 1' inhibition de 
1 ' interaction entre le domaine HLH de TAL-1 et son 
partenaire E47 en presence dudit compose. 

17) Procede selon la revendication 16, caracterise en 
ce que ledit procede comprend les etapes suivantes : 

(a) mettre en contact la proteine TAL-1 (ou un 
fragment de cette proteine comprenant le domaine HLH), le 
facteur de transcription E47 (ou un fragment de ce facteur 
comprenant le domaine HLH) et le compost biologiquement 
actif a tester, 
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(b) immunoprecipiter soit la proteine TAL-1 (ou un 
fragment de cette proteine comprenant le domaine HLH), soit 
le facteur de transcription E4 7 (ou un fragment de ce 
facteur comprenant le domaine HLH), 

(c) si, a l'etape (b), la proteine TAL-1 (ou un 
fragment de cette proteine comprenant le domaine HLH) est 
immunoprecipitee, detecter dans 1 ' immunoprecipitat obtenu a 
l'etape (b), la presence du facteur de transcription E47 
(ou d'un fragment de ce facteur comprenant le domaine HLH), 

(d) si, a l'etape (b), le facteur de transcription 
E47 (ou un fragment de ce facteur comprenant le domaine 
HLH) est immunoprecipite, detecter dans 1 ' immunoprecipitat 
obtenu a l'etape (b), la presence de la proteine TAL-1 (ou 
d'un fragment de cette proteine comprenant le domaine HLH), 

dans le cas ou le facteur de transcription E47 (ou un 
fragment de ce facteur comprenant le domaine HLH n'est pas 
present a l'etape (c) ou si la proteine TAL-1 (ou un 
fragment de cette proteine comprenant le domaine HLH) n'est 
pas presente a l'etape (d), ledit compose est un agent 
susceptible d'etre utilise dans la prevention et/ou le 
traitement des maladies liees a 1 ' angiogenese et, de 
preference, le traitement des cancers, de 1 ' arterioscl^rose 
et du diabete. 

18) Procede selon la revendication 16, caracteris£ en 
ce que, ledit procede comprend les etapes suivantes : 

(a') mettre en contact la proteine TAL-1 (ou un 
fragment de cette proteine comprenant le domaine HLH), le 
facteur de transcription E47 (ou un fragment de ce facteur 
comprenant le domaine qui interagit avec TAL-1) et le 
compost biologiquement actif a tester, 

(b' ) faire migrer sur un gel de polyacrylamide non 
d^naturant le melange obtenu a l'etape (a'), 

(c') visualiser 1' absence ou la presence du complexe 
TAL-1 (ou un fragment de cette proteine comprenant le 



WO 2005/075509 



30 



PCT/FR2005/000222 



domaine HLH) et E47 (ou un fragment de ce facteur 
comprenant le domaine qui interagit avec TAL-1). 
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Figure 1 
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Compose: 

E47 — 
TAL-1 — 



Figure 2 



0,2 



0,5 a-TAL 



1 2 3 1 2 3 E47 TAL 



Ratio E47/TAL-1 (%) 100 42 100 87 13,5 73 62 Te-Te+ 



Compose 1 0 0,2 0,2 0,3 0,3 



0 0,4 0,4 0,5 0,5 0,6 0,6 




Ratio E47/TAL-1 (%) 100 32 37 16 17 Te+ Te- 100 20 14 8 6 6 9 
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Figure 3 



Compose 
E47 - 

TAL - 



15 4 



ratio E47/TAL(%) 100 19 13 20 



100 20 12 23 
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Figure 4 
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<110> SYNT:EM 

<120> Inhibiteurs de 1 f angiogenese, compositions les contenant et leur 
utilisation pour le traitement des maladies liees a une deregulation de 
1 ' angiogenese 

<130> 35713/PCT 

< 1 4 0 > PCT / FRO 5 /XXXXX 

<141> 2005-02-02 

<150> FR04/05954 

<151> 2004-06-02 

<150> FR04/00964 

<151> 2004-02-02 

<160> 7 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 41 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> DOMAIN 

<222> (1) . . (41) 

<223> Domaine HLH de TAL-1 (helice l-boucle-helice-2 ) 



<400> 1 

Gin Gin Asn Val Asn Gly Ala Phe Ala Glu Leu Arg Lys Leu lie Pro 
15 10 15 



Thr His Pro Pro Asp Lys Lys Leu Ser Lys Asn Glu lie Leu Arg Leu 
20 25 " 30 



Ala Met Lys Tyr lie Asn Phe Leu Ala 
35 40 



<210> 2 

<211> 28 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> DOMAIN 

<222> (1) . . (28) 

<223> Domaine compose de la region basique et de 1' helice 1 du domaine 
HLH de TAL-1 



<400> 2 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Val Arg Arg lie Phe Thr Asn Ser Arg Glu Arg Trp Arg Gin Gin Asn 
15 10 15 



Val Asn Gly Ala Phe Ala Glu Leu Arg Lys Leu lie 

20 25 



<210> 3 

<211> 26 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> DOMAIN 

<222> (1) . . (26) 

<223> Domaine compose de la boucle et de l'helice 2 du domaine HLH de T 
AL-1 



<400> 3 

Pro Thr His Pro Pro Asp Lys Lys Leu Ser Lys Asn Glu lie Leu Arg 
1 5 10 15 



Leu Ala Met Lys Tyr lie Asn Phe Leu Ala 
20 25 



<210> 4 
<400> 4 
000 



<210> 5 
<400> 5 
000 



<210> 6 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1) . . (17) 

<223> SynB4 



<400> 6 

Ala Trp Ser Phe Arg Val Ser Tyr Arg Gly lie Ser Tyr Arg Arg Ser 
15 10 15 



Arg 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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<210> 7 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> unidentified 

<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1) . . (10) 

<223> SynB3 



<400> 7 

Arg Arg Leu Ser Tyr 
1 5 



Ser Arg Arg Arg Phe 
10 



FEUILLE DE REM PLACEMENT (REGLE 26) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


Interf^Rnal Application No 

PCT/FR2005/000222 


A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C07K14/47 G01N33/50 C12N15/62 






According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 






B. FIELDS SEARCHED 


Minimum docu mental ion searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 C07K G01N C12N 


Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 


Electronic data base consulted during Ihe international search (name of data base and, where practical, search terms used) 

EPO-Internal, INSPEC, MEDLINE, BIOSIS, WPI Data, Sequence Search, EMBASE 


C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category ° 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


X 


G0LDFARB AN ET AL: "Identification of a 
highly conserved module 1n E proteins 
required for in vivo helix-loop-helix 
dlmerlzatlon" 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 30 JAN 
1998 UNITED STATES, 
vol. 273, no. 5, 

30 January 1998 (1998-01-30), pages 
2866-2873, XP002330408 
ISSN: 0021-9258 
figures 1,6 

-/-- 


1,2 


j X j Further documents are listed in the continuation of box C. 


j Patent family members are listed in annex. 


° Special categories of cited documents : 

■A' document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
■E" earlier document but published on or after the international 

filing date 

■|_' document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited lo establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

•O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

■P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 


"T" later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited lo understand the principle or theory underlying the 
invention 

'X' document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
In the art. 

'&" document member of the same patent family 


Date of the actual completion of the international search 

3 June 2005 


Date of mailing of the international search report 

27/06/2005 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 

Tel. (+31 -70) 340-2040, Tx 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Authorized officer 

Espen, 


J 





Form PCT/ISA/210 (second sheet) (January 200A) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


lnterW" nal Application No 




PCT/FR2005/000222 


C.(Contlnuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category 0 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


X 


GOLDFARB A N ET AL: "Nuclear redirection 


1,2 




of a cytoplasmic he! ix-loop-hel ix protein 






via heterodimerization with a nuclear 






localizing partner." 






EXPERIMENTAL CELL RESEARCH, 214 (2) 481-5. 






JOURNAL CODE: 0373226. ISSN: 0014-4827., 






October 1994 (1994-10), XP002289011 






the whole document 






A 


DATABASE BIOSIS 'Online! 






BIOSCIENCES INFORMATION SERVICE, 






PHILADELPHIA, PA, US; 






16 November 2001 (2001-11-16), 






LAZRAK M0NIA ET AL: "Upregul ati on of the 






basic helix-loop-helix TAL-1 transcription 






factor in endothelial cells: A switch from 






quiescent to angiogenic pnenoiype: 






XP002312562 






Database accession no. PREV200200129555 






& BLOOD, 






vol . 98, no. 11 Part 1, 






1fi Mnwomhor *?r\(\\ ( — 1 1 — 1 f\ ^ nana QHa 

io rMovemDer ^uui ^uui 11 ioj , page jua, 






43RD ANNUAL MEETING OF THE AMERICAN 






SOCIETY OF HEMATOLOGY, PART 1; ORLANDO, 






FLORIDA, USA; DECEMBER 07-11, 2001 






ISSN: 0006-4971 




A 


W0 00/09657 A (LEE MU EN ; HARVARD COLLEGE 






(US); MAEMURA K0JI (US); HIESH CHUNG MING) 






24 February 2000 (2000-02-24) 






pages 29-36; claims 1-56 






A 


W0 02/02595 A (SYNT EM S A ; DRIN 






GUILLAUME (FR); GOMAR JEROME (FR); REES 






ANTHONY R () 10 January 2002 (2002-01-10) 






the whole document 




A 


DAY FIONA H ET AL: "Induction of 






antigen-specific CTL responses using 






antigens conjugated to short peptide 






vectors. " 






JOURNAL OF IMMUNOLOGY (BALTIMORE, MD. : 






1950), (2003 FEB 1) 170 (3) 1498-503. 






JOURNAL CODE: 2985117R. ISSN: 0022-1767., 






1 February 2003 (2003-02-01), XP002259153 






the whole document 











Form PCT7ISAJ210 (coniinuation of second sheet) (January 2004) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Memational application No. 
PCT/FR2005/000222 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 

This international searchreporthas notbeenestablishedinrespectof certain claims tinder Article 17 (2) (a) for the following reasons: 
1. I I Claims Nos.: 

1 1 because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



Claims Nos.: 11,12,14 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 

See supplemetal sheet 



3. Claims Nos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1. | | As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims. 

2 . [ | As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3. I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
— covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
' ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



Remark on Protest I | The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

| | No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/FR2005/000222 



Continuation of Box II 
Claims 11, 12 and 14 

Claims 11,12 and 14 relate to a compound defined by reference to a desirable characteristic 
or property, namely a "compound capable of inhibiting interaction between the HLH domain 
of TAL-1 and its binding partner E47 (competitive inhibitor), more particularly a compound 
capable of inhibiting the binding of TAL-1 to its binding partner E47". The claims cover all 
compounds that exhibit this characteristic or property, and yet only very few such 
compounds are supported in accordance with PCT Article 6 and/or disclosed in accordance 
with PCT Article 5. In the present case the claims are so lacking in support and the 
disclosure in the application is so inadequate that it is not possible to carry out a meaningful 
search. Irrespective of this, the claims also lack clarity because they attempt to define the 
compounds in terms of the result which is to be achieved. This lack of clarity too is such that 
it is impossible to carry out a meaningful search. 
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Authority to carry out a preliminary examination for subject matter that has not been 
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vectors. " 
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1950), (2003 FEB 1) 170 (3) 1498-503. 






JOURNAL CODE: 2985117R. ISSN: 0022-1767., 






1 fevrier 2003 (2003-02-01), XP002259153 






le document en entier 
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Cadre II Observations - lorsqu'il a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d une recherchje 
(suite du point 2 de la premiere feuiile) 



Conformement a I' article 17.2)a), certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants: 

1 . Les revendications n os 

se rapportent a un objet a regard duquel I'administration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 



2. | ^ I Les revendications n os 11 , 12 , 14 

se rapportent a des parties de la demande Internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en particulier: 

voir FEUILLE ANNEXEE PCT/ISA/210 



| 1 Les revendications n os 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de ia 
troisieme phrases de la regie 6.4.a). 



Cadre III Observations - lorsqu'il y a absence d'unite de ('invention (suite du point 3 de la premiere feuiile) 



L'administration chargee de la recherche internationale a trouve plusieurs inventions dans ta demande internationale, a savoir: 



1 . r~~| Comme toutes les taxes addition nelles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 
' ' internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 

Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s*y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 
justifiant une taxe additionnelle, I'administration n'a sollicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3. pn Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 

' ' rapport de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 

les revendications n 08 



4. Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 

' ' de recherche internationale ne porte que sur I'invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 

couverte par les revendications n os 



Remarque quant a la reserve j ~j Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposan 

[ J Le paiement des taxes additionnelles n'etait assortl d'aucune reserve. 
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SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



Suite du cadre II. 2 
Revendications nos.: 11,12,14 



Les revendications 11,12 et 14 presentes referent a un compose defini en 
faisant reference a une caracteristque ou propriete souhaitable, a 
savoir un "compose capable d' inhiber (inhibiteur competitif) 1' 
interaction entre le domaine HLH de TAL-1 et son partenaire E47, en 
particulier un compose capable d' inhiber la fixation de TAL-1 sur son 
partenaire E47. 

Les revendications couvrent tous les composes presentant cette 
caracteristque ou porpriete, alors que la demande ne fournit un 
fondement au sens de 1' Article 6 PCT et/ou un expose aus sens de 1 ' 
Article 5 PCT que pour un nombre tres limite de tels composes. Dans le 
cas present, les revendications manquent de fondement et la demande 
manque d' expose a un point tel qu' une rechereche significative etait 
impossible. Independamment des raisons evoquees ci-dessus, les 
renvedications manquent aussi de clarte. En effet, on a cherche a 
definir le compose au moyen du resultat a atteindre. Ce manque de clarte 
est, dans le cas present, de nouveau tel qu* une recherche significative 
etait impossible. 



L'attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications 
ayant trait aux inventions pour lesquelles aucun rapport de recherche n'a 
ete etabli ne peuvent faire obi igatoirement I'objet d'un rapport 
preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) PCT).Le deposant est averti que la 
ligne de conduite adoptee par 1 'OEB agissant en qualite d'administration 
chargee de l'examen preliminaire international est, normalement, de ne 
pas proceder a un examen preliminaire sur un sujet n' ayant pas fait 
Tob jet d'une recherche. Cette attitude restera inchangee, independamment 
du fait que les revendications aient ou n'aient pas ete modifiees, soit 
apres la reception du rapport de recherche, soit pendant une quelconque 
procedure sous le Chapitre II. Si la demande devait etre poursuivie dans 
la phase regionale devant 1 'OEB, il est rappele au deposant qu'une 
recherche pourrait etre effectuee durant la procedure d'examen devant 
VOEB (voir Directive OEB C-VI, 8.5) a condition que les problemes ayant 
conduit a la declaration conformement a TArticle 17(2) PCT aient ete 
resolus . 
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